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Abstrak.  Bakteri endofit memiliki kemampuan untuk memproduksi senyawa metabolit sekunder 
yang diduga sebagai akibat transfer genetik dari tanaman inangnya ke dalam bakteri endofit. Beberapa 
senyawa metabolit yang dihasilkan bakteri endofit berfungsi sebagai agen biokontrol tanaman, 
antibakteri, antijamur, antidiabetes, antiinflamasi, dan antioksidan. Telah dilakukan isolasi bakteri 
endofit dari daun jambu biji (Psidium guajava L.) yang diduga dapat menghasilkan antioksidan. Isolasi 
bakteri menggunakan metode sterilisasi permukaan (surface sterilization) dengan perendaman 
menggunakan NaOCl dan alkohol. Isolat bakteri endofit diperoleh sebanyak dua, yaitu isolat  bakteri 
endofit A dan B yang memiliki morfologi koloni yang berbeda, yaitu morfologi koloni isolat bakteri 
endofit A berbentuk tidak teratur, tepian utuh, permukaan rata, dan berwarna putih hampir bening, 
sedangkan isolat bakteri endofit B berbentuk tidak teratur, tepian keriting, permukaan rata, dan 
berwarna keputih-putihan. Hasil uji metabolit sekunder menunjukkan bahwa isolat bakteri endofit A dan 
B memiliki kandungan flavanoid dan fenolik. Uji antioksidan menggunakan metode peredaman radikal 
bebas DPPH (1,1–diphenyl-2-picryhidrazil) menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada λ516 nm 
menggunakan asam askorbat sebagai kontrol positif. Berdasarkan hasil uji diperoleh nilai (IC50) isolat 
bakteri endofit A pada fraksi metanol yaitu 201,8010 ppm dan pada  fraksi etil asetat 232,9740 ppm. 
Nilai (IC50) isolat bakteri endofit B pada fraksi metanol yaitu 146,9645 ppm  dan pada fraksi etil asetat 
189,8048 ppm. Aktivitas antioksidan tertinggi dimiliki oleh isolat bakteri endofit B pada fraksi metanol 
dan diklasifikasikan sebagai antioksidan sedang.  
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     Abstract. Endophytic bacteria have the ability to produce secondary metabolites which are thought to 
be a result of genetic transfer from host plant into endophytic bacteria. Several secondary metabolites that 
can be produced by endophytic bacteria used to biocontrol agent, antibacterial, antifungal, antidiabetic, 
anti-inflammatory, and antioxidant. This research has been done about isolation of Endophytic Bacteria 
on Guajava Leaf (Psidium guajava L) which are thought to produce antioxidant. Bacterila isolation using 
the surface sterilization method by siaking using NaOCl and alcohol. Two bacterila were obtained, namely 
endophytic bacterial isolates A and endophytic bacterial isolates B which had different colony 
morphology, morphology of bacterial isolate A is irregular shaped, entire edge, flat surface, and almost 
transculent white, whereas bacterial endophytic bacterial isolates B is irregular shaped, undunate edge, 
flat surface, and whitish. Secondary metabolites test results showed that endophytic bacterial isolates A 
and B contained flavonoids and phenolics. Antioxidant test using using DPPH radical scavenging method 
(1,1–diphenyl-2-picryhidrazil) using Spectrophotometer UV-Vis at λ 516 nm used ascorbat acid as positive 
control. Based on the test results obtained (IC50) value of endophytic bacterial isolates A in the methanol 
fraction is 201,8010 ppm and in the ethyl acetate fraction 232,9740 ppm. The value (IC50) of endophytic 
bacteria isolates B in the methanol fraction was 146,9645 ppm and in the ethyl acetate fraction 189,8048 
ppm. The highest antioxidant activity is possessed by endophytic bacterial isolates B in the methanol 
fraction and is classified as a moderate antioxidant. 
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PENDAHULUAN   
Saat ini sedang berkembang usaha 
memanfatkan bakteri endofit sebagai 
penghasil senyawa bioaktif. Bakteri endofit 
merupakan bakteri yang hidup berkoloni di 
dalam jaringan tanaman (akar, batang, daun, 
buah, bunga, dan biji) dengan memanfaatkan 
nutrisi hasil metabolisme tanaman inang. 
Lebih dari satu jenis bakteri endofit dapat 
diisolasi dari satu tanaman inang, dan 
berpotensi memproduksi satu atau lebih 
senyawa bioaktif, bahkan lebih besar 
aktivitasnya dibandingakan dengan tanaman 
inang [17]. Bakteri endofit dapat 
memproduksi senyawa metabolit sekunder 
yang serupa dengan tanaman inang diduga 
akibat koevolusi dan transfer genetik dari 
tanaman inang ke dalam bakteri [20].  
Antioksidan dapat dihasilkan dari bakteri 
endofit yang bersimbiosis pada tumbuhan 
yang juga memiliki aktivitas antioksidan. 
Peneliti sebelumnya telah berhasil mengisolasi 
bakteri endofit dari tanaman inanagnya.  
Bakteri endofit daun sirsak (Annona muricata) 
telah diisolasi dan hasil produksi dari bakteri 
endofit memiliki kandungan alkaloid dan 
terpenoid, serta memiliki aktivitas antioksidan 
(IC50) 278,2700 ppm [15]. Hasil produksi 
isolate bakteri endofit yang bersimbiosis 
dengan tanaman akar kelor (Moringa oleifra 
L.) memiliki aktivitas antioksidan (IC50) 
315,3960 ppm [10]. 
Manfaat penggunaan bakteri endofit 
sebagai sumber senyawa bioaktif, yaitu lebih 
efisien karena dapat mengurangi pengambilan 
metabolit sekunder secara langsung pada 
tanaman yang membutuhkan biomassa jumlah 
yang sangat banyak, pembiakan bakteri 
endofit dapat dilakukan dalam jumlah besar 
tanpa memerlukan lahan yang luas, siklus 
hidup bakteri lebih singkat daripada tumbuhan 
inangnya.   
Daun jambu biji mengandung metabolit 
sekunder saponin, fenol, tanin, terpenoid dan 
glikosida [2]. Kandungan kuersetin yang 
tinggi yaitu sebesar 61,71% berpotensi sebagi 
antiosidan [9]. Aktivitas antioksidan (IC50) 
daun jambu biji dalam menangkal radikal 
bebas dalam beberapa pelarut tergolong kuat, 
pada ekstrak etanol memiliki nilai IC50 sebesar 
42,06 μg/mL [1], ekstrak metanol memiliki 
nilai IC50 sebesar 42,33 (mg/g) [22]. 
Kemampuan aktivitas antioksidan yang kuat 
pada tumbuhan inang diharapkan dapat dapat 
terjadi juga pada bakteri endofit yang 
bersimbiosis dengannya. 
Pada penelitian ini, dilakukan isolasi 
bakteri endofit pada daun jambu biji, 
pengamatan morfologi isolat bakteri, 
penapisan kandungan metabolit sekunder hasil 
produksi isolat bakteri, serta pengukuran 
aktivitas antioksidan hasil produksi isolat 
bakteri.   
 
METODE PENELITIAN  
Alat  
Laminar air flow, Autoclav, incubator, 
corong kaca (pyrex), spatula, tabung vial, 
pipet micro, pro pipet, sentrifus (Appendorf 
5810R), mikoskop (Olympus CH20BIMF 
200), vacum rotary evaporator (Buchi R-
210/215), spektrofotometer UV-Vis 
(Shimadzu UV-1800).  
Bahan  
Daun jambu biji dari kebun jambu di Desa 
Kebaron, Kecamatan Tulangan, Kabupaten 
Sidoarjo, NA (Merck), NB (Merck), etanol 96 
%, natrium hipoklorit 5,25%, pewarna kristal 
ungu, larutan lugol, larutan safranin, kertas 
saring steril, metanol p.a (Merck) dan metanol 
(80%), pita Magnesium, HCl pekat, larutan 
FeCl3 1%, 1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH) 
(Aldrich) , asam askorbat, dan etil asetat.   
 
PROSEDUR PENELITIAN   
Isolasi Bakteri Endofit  
Sampel daun dibersihkan dengan air 
mengalir selama 10 menit, dan dibilas dengan 
aquades steril dan dikeringkan. Sampel 
disterilisasi permukaannya dengan direndam 
dalam alkohol 75% selama 1 menit, Natrium 
Hipoklorit (NaOCl) 5,25% selama 5 menit 
dan alkohol 75% selama 30 detik [11]. Daun 
dibilas 2 kali dengan aquades steril dan 
bilasan terakhir digunakan sebagai kontrol.  
Sampel dipotong ±1 cm dan diberi goresan 
atau luka dan ditumbuhkaan dalam media cair 
NB pada suhu ruang selama 2 hari, kemudian 
dilakukan pengenceran hingga 10-6 pada 
pengenceran   10-4-10-6 ditanam pada media 
NA dengan metote spread plate dan dinkubasi 
selama 2-4 hari pada suhu ruang. Biakan 




campuran disubkultur pada media NA plate 
baru pada suhu ruang selama 24-48 jam, 
sampai diperoleh koloni murni. Karakterisasi 
bakteri dilakukan dengan metode pewarnaan 
gram. 
Kultivasi Bakteri Endofit  
Sebanyak 1 ose isolat bakteri diinokulasi-
kan dalam 100 mL medium cair NB dan 
diinkubasi selama 72 jam pada suhu ruang 
dengan kecepatan 120 rpm [14]. Suspensi 
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 
4000 rpm selama 15 menit pada suhu 4oC 
[19]. Supernatan dimaserasi dalam metanol 
(1:2) selama 24 jam. Ekstrak metanol disaring 
dan dipekatkan, kemudian difraksinasi dengan 
etil asetat dan dipekatkan kembali 
menggunakan rotary evaporator pada suhu 
450C.   
Uji Fitokimia  
Pengujian flavonoid direaksikan dengan 
pita Mg dan HCl pekat sedangkan uji fenolik 
direaksikan dengan FeCl3 1% [8]. 
Penentuan Aktivitas Antioksidan  
Sebanyak 300 μL larutan uji dengan 
berbagai konsentrasi masing-masing 
direaksikan dengan 3 mL larutan DPPH 
0,004% kemudian dihomogenkan dan 
diinkubasi pada suhu ruang (di ruang gelap) 
selama 30 menit. Sampel ditentukan 
absorbansinya pada panjang gelombang 517 
nm. Persen inhibisi ditentukan dengan 
persamaan:  Kemampuan meredam radikal 
DPPH (%Inhibisi) = 
.  
Kurva regresi linear dibuat antara 
konsentrasi (ppm) vs %inhibisi untuk mem-
peroleh persamaan regresinya yang 
selanjutnya digunakan untuk menghitung nilai 
IC50.  
 
HASIL DAN PEMBAHASAN  
 
Isolasi Bakteri Endofit dari Daun Jambu 
Biji 
Daun jambu biji diperoleh dari kebun 
jambu di desa Kebaron, kecamatan Tulangan, 
kabupaten Sidoarjo seperti pada Gambar 1.  
 
 
Gambar 1. Daun Jambu Biji (dokumentasi 
pribadi) 
 
Tahap awal dilakukan sterilisisasi 
permukaan daun dengan menggunakan 
natrium hipoklorit dan alkohol untuk 
menghilangkan mikroorganisme epifit yang 
berada di permukaan tumbuhan. Natrium 
hipoklorit dapat mematikan spora yang 
berdinding tebal seperti pada beberapa kapang 
kontaminan. Konsentrasi kecil NaOCl sudah 
cukup untuk mengurangi sporulasi mikroba 
secara bermakna.       
Pertumbuhan bakteri berjalan lebih cepat 
pada medium cair dibandingkan pada media 
padat. Medium cair lebih homogen sehingga 
bakteri dapat menyerap dan melakukan kontak 
langsung dengan [5]. 
Bakteri selanjutnya ditumbuhkan pada 
NA padat menggunakan metode spread plate. 
Koloni bakteri yang tumbuh pada medium NA 
tersebut masih merupakan biakan campuran 
Gambar 2.  
 
Gambar 2. Biakan Campuran pada 
Pengenceran 10-6. 
 
Identifikasi Bakteri Endofit  
Biakan campuran (Gambar 2) dimurnikan 
pada media NA baru untuk mendapatkan 




koloni yang terpisah. Pada isolat campuran 
tersebut diperoleh 2 jenis koloni bakteri 
endofit  yang berbeda yang selanjutnya 
disebut sebagai isolat A dan B. Berdasarkan 
morfologi koloni isolat bakteri yang diamati 
menunjukkan bahwa isolat bakteri endofit A 
tersebut berbentuk tidak teratur (irregular) 
dengan tepian utuh (entire), memiliki 
permukaan yang rata (flat), dan berwarna 
putih hampir bening, sedangkan isolat bakteri 
B berbentuk tidak teratur (irregular) dengan 
tepian keriting (undunate), memiliki 
permukaan yang rata (flat), dan berwarna 
keputih-putihan. Hasil pewarnaan gram 
menunjukkan bahwa isolat bakteri A dan B 
merupakan bakteri gram negatif dengan 
bentuk monococcus yang ditunjukkan pada 
Gambar 3.   
         
         
 
Gambar 3. (a) Hasil Pewarnaan Gram Isolat Bakteri A; (b) Hasil Pewarnaan Gram Isolat B (perbesaran 100x)
  
Produksi Metabolit Sekunder  
Produksi metabolit sekunder oleh bakteri 
dilakukan saat bakteri berada pada fase stasionernya 
yaitu ketika jumlah sel bakteri yang mati sama 
dengan jumlah bakteri yang tumbuh. Pada kondisi 
tersebut nutrisi bakteri sudah sangat berkurang 
sehingga terjadi kompetisi antar bakteri untuk 
mendapatkan nutrisi yang tersisa sehingga bakteri 
melakukan proses metabolisme untuk menghasilkan 
metabolit sekunder untuk mempertahankan diri 
[17]. Ketika komponen utama nutrien pada media 
pertumbuhan mulai habis dapat menstimulasi enzim 
metabolit sekunder untuk melepaskan gen-gen 
sintesis metabolit sekunder [4]. Perubahan warna 
pada media NB menunjukkan bahwa terdapat 
aktivitas sel bakteri     endofit yang memanfaatkan 
nutrisi pada medium untuk proses metabolisme 
bakteri dan disekresikan ke dalam media cair yang 
menyebabkan perubahan substrat dalam media [7]. 
Hasil produksi metabolit sekunder bakteri 
endofit khususnya senyawa flavonoid dan fenolik 
yang berperan sebagai antioksidan diekstraksi 
menggunakan metanol yang bersifat polar. Hal ini 
dikarenakan metabolit sekunder yang dituju 
merupakan golongan senyawa fenolik yang juga 
bersifat polar. Hasil fraksinasi dengan etil asetat 
dipekatkan sehingga diperoleh rendemen dari 
masing-masing fraksi dapat dilihat pada Tabel 1. 
    
Tabel 1. Rendemen Hasil Fraksinasi 
Sampel 
Fraksi Metanol Fraksi Etil asetat 
 rendemen (gram) Warna  rendemen (gram) Warna 
Isolat A 0,3440 coklat tua 0,0259 kuning kecoklatan 








Perbedaan pelarut dapat mempengaruhi hasil 
rendemen yang dihasilkan. Tingginya rendemen 
yang terdapat pada fraksi metanol diduga karena 
komponen hasil produksi bakteri endofit 
mengandung senyawa yang bersifat polar dengan 
jumlah lebih banyak dibandingkan dengan yang 
bersifat semipolar sehingga akan terekstrak dalam 
pelarut metanol (polar).  
 
Uji Metabolit Sekunder Hasil Produksi Isolate 
Bakteri Endofit  
Berdasarkan uji fenolik dengan pereaksi FeCl3, 
diketahui bahwa isolat bakteri A dan B positif 
mengandung fenolik ditunjukkan oleh perubahan 
warna yang dapat dilihat pada Tabel 2  
Uji positif fenolik menghasilkan warna hijau, 
kuning, oranye, dan merah [8]. Perubahan warna 
menjadi merah kecoklatan disebabkan oleh reaksi 
pengompleksan antara Fe3+ dengan gugus hidroksil 
dari senyawa fenolik yang membentuk besi(III) 
heksafenolat. Perkiraan reaksi senyawa fenolik 
dengan FeCl3 adalah sebagai berikut (Tukiran, 
2015).     
FeCl3 (aq) + 6ArOH (aq) → 6H+ + 3Cl- + 
[Fe(OAr)6]3- (aq) 
 
Tabel 2. Uji Fenolik Hasil Produksi Isolat Bakteri Endofit 
Kontrol (Media kultivasi steril) Isolat  Bakteri A Isolat  Bakteri B 
 
Negatif (-) 
Tidak terjadi perubahan warna  
 
Positif (+) 
Terjadi perubahan berwarna 
merah kecoklatan (+) 
 
Positif (+) 
Terjadi perubahan berwarna 
merah kecoklatan (++) 
 
Berdasarkan uji flavonoid dengan pereaksi 
Mg + HCl, diketahui bahwa isolat bakteri A dan B 
 
positif mengandung flavonoid ditunjukkan oleh 
perubahan warna yang dapat dilihat pada Tabel 3. 
Tabel 3. Hasil Uji Flavonoid Hasil Produksi Isolat Bakteri Endofit 
Kontrol (Media kultivasi steril) Isolat  Bakteri A Isolat  Bakteri B 
 
Negatif (-) 
Tidak terjadi perubahan warna 
 
Positif (+) 




Terjadi perubahan berwarna 
oranye (++) 




Uji positif flavonoid dapat menghasilkan warna 
kuning, oranye, dan merah [8]. Perubahan warna 
saat pengujian dengan pita Mg dan HCl dikarenakan 
oleh inti α-benzopyron yang dimiliki oleh suatu 
senyawa flavonoid. Inti α-benzopyron yang 
direduksi dengan penambahan HCl dan logam Mg 
sehingga terbentuk garam flavilium. Perkiraan 
reaksi senyawa flavonoid dengan Mg dan HCl   
dapat dilihat pada Gambar 4.   
 
Gambar 4. Reaksi Flavonoid dengan Mg dan HCl [16].
Telah diketahui bahwa daun jambu biji yang 
merupakan tumbuhan inang bakteri endofit 
mengandung metabolit sekunder flavonoid dan 
fenolik [2] dan berdasarkan pengujian hasil 
produksi isolat bakteri endofit yang telah didapatkan 
juga mengandung flavonoid dan fenolik. Hal 
tersebut memperkuat peneliti sebelumnya bahwa 
setiap tanaman tingkat tinggi terkandung bakteri 
endofit yang mampu menghasilkan metabolit 
sekunder sama dengan inangnya diduga akibat 
koevolusi dan transfer gen dari tanaman inang ke 
bakteri tersebut [20].           
Kandungan senyawa flavonoid dan fenolik hasil 
produksi isolat bakteri endofit A dan B berpotensi 
memiliki aktivitas antioksidan. Senyawa fenolik 
berpotensi sebagai antioksidan karena memiliki 
gugus hidroksil yang terikat pada cincin aromatis 
sehingga mudah teroksidasi membentuk radikal 
fenoksi yang stabil dengan menyumbangkan atom 
hidrogen pada radikal bebas. 
Perkiraan reaksi peredaman radikal bebas oleh 
senyawa flavonoid dan senyawa fenolik dapat 
dilihat pada Gambar 5 dan 6.  
 
 
Gambar 5. Reaksi Peredaman Radikal Bebas 
oleh Flavonoid [24]. 
 
 
Gambar 6. Reaksi Peredaman Radikal Bebas oleh 
Fenolik [3]. 
 
Penentuan Aktivitas Antioksidan       
Aktivitas antioksidan ditentukan menggunakan 
metode DPPH. Pada metode ini terjadi transfer 
elektron oleh suatu larutan yang bersifat antioksidan 
dengan DPPH yang menyebabkan DPPH akan 
tereduksi menjadi DPPH-H ditandai dengan 
perubahan intensitas warna ungu menjadi kuning. 
 





1,1-diphenyl-2- picryhydrazyl          1,1-diphenyl-2-picryhydrazine     
Radikal Bebas   Non-Radikal 
Gambar 7. Reaksi Reredaman DPPH oleh Antioksidan [23].
Penentuan aktivitas diawali dengan optimalisasi 
panjang gelombang optimum dan hasil diperoleh, 
yaitu 516,0 nm. Variasi konsentrasi sampel dan 
asam askorbat ditentukan absorbansinya pada 
panjang gelombang optimumnya. Hasil uji aktivitas 
antioksidan dapat dilihat pada Tabel 4.   
 






Asam askorbat 30,0131 Sangat kuat 
Isolat A Fraksi Metanol 201,8010 Sangat Lemah 
Isolat A Fraksi Etil asetat 232,9740 Sangat lemah 
Isolat B Fraksi Metanol 146,9645 Sedang 
Isolat B Fraksi Etil asetat 189,8048 Lemah 
 
Sukiman dan Nuriyanah (2016) melaporkan 
bahwa isolat bakteri endofit KTDT1 dan KTDT5 
memiliki aktivitas antioksidan yang berbeda yaitu 
9,23% dan 5,94%, hal tersebut sesuai dengan hasil 
penelitian bahwa bakteri endofit A dan B juga 
memiliki aktivitas antioksidan yang berbeda 
meskipun diisolasi dari tumbuhan inang yang sama. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa asam askorbat 
dan hasil produksi isolat bakteri endofit memiliki 
perbedaan aktivitas antioksidan. Asam askorbat 
merupakan senyawa murni dan telah diketahui 
strukturnya memiliki ikatan rangkap, sehingga dapat 
mendonorkan protonnya pada radikal bebas. Hasil 
produksi isolat bakteri endofit merupakan ekstrak 
yang belum murni dan belum diketahui strukturnya.  
 
Isolat bakteri B memiliki aktivitas lebih tinggi 
dibandingkan dengan isolat bakteri A dan ekstrak 
fraksi metanol pada kedua isolat bakteri memiliki 
nilai aktivitas antioksidan lebih tinggi daripada 
ekstrak etil asetat. Hal tersebut diduga karena 
kandungan senyawa flavonoid dan fenolik yang 
merupakan senyawa polar akan lebih banyak 
terekstrak pada pelarut metanol (polar) 
dibandingkan dengan pelarut etil asetat (semipolar) 
sehingga mempengaruhi besarnya persen 
penghambatan.  
Kedua isolat bakteri endofit memiliki aktivitas 
antioksidan yang kurang kuat diduga karena 
senyawa fenolik dan flavonoid dalam ekstrak 
metabolit sekunder tersebut masih terikat dengan 
gugus glikosil [8]. Senyawa flavonoid dan senyawa 
fenolik seringkali berikatan dengan gula sebagai 
glikosida. Adanya gugus glikosil yang terikat dapat 
menurunkan aktivitas antioksidan. Gugus samping 
yang terikat menyebabkan halangan sterik karena 
dapat menghambat donor hidrogen dan elektron 
untuk menangkal radikal bebas[6].  
Adanya gugus lain juga dapat menyebabkan 
berubahnya atom –H menjadi gugus metil (-CH3) 
melalui reaksi metilasi sehingga dapat mengurangi 
jumlah atom -H yang berperan dalam meredam 
radikal bebas [12]. Ekstrak metabolit sekunder hasil 
produksi bakteri endofit yang belum diketahui 
strukturnya diduga memiliki gugus hidroksil dengan 








Asam askorbat dijadikan sebagai kontrol 
pembanding karena asam askorbat dapat dioksidasi 
menjadi radikal askorbil dan segera berubah 
menjadi dehidroaskorbat (stabil). Asam askorbat 
memiliki 2 gugus hidroksil yang terikat pada ikatan 
rangkap, ketika atom hidrogen diserang oleh radikal 
bebas DPPH dan menyebabkan atom oksigen 
bermuatan negatif asam askorbat dapat melakukan 
delokalisasi melalui resonansi [3]. Reaksi antara 
radikal bebas DPPH dan asam askorbat ditunjukkan 
pada Gambar 8.  
 




Dari hasil penelitian diperoleh 2 isolat bakteri 
dari daun jambu biji, yaitu isolat A dan B dengan 
morfologi koloni yang berbeda. Kandungan 
metabolit sekunder yang terkandung pada isolat A 
dan B adalah flavonoid dan fenolik. Aktivitas 
antioksidan isolat B fraksi metanol menunjukkan 
nilai IC50 tertinggi, yaitu 146,9645 ppm dan 
digolongkan sebagai antioksidan sedang.   
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